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RESUMEN

Drosophila suzukii (Matsumura) cominmente conocida como la mosca de alas
manchadas es una plaga altamente invasiva responsable de pérdidas econémicas importantes
en el sector productivo de frutos rojos, Berries y frutos de piel suave. La avispa Spalangia
endius es un parasitoide que se ha reportado parasitando pupas de D. suzukii de forma natural
en cultivos de berries en Argentina. En esta investigacion se evalud el potencial de
parasitismo de S. endius como un agente de control bioldgico contra D. suzukii en
condiciones controladas en laboratorio. Se evalud el uso de dietas artificiales para establecer
la cria de la mosca. Se elaboraron 3 dietas (A, B y C) para evaluar el desarrollo del hospedero.
Se determiné que la dieta A no provee las condiciones necesarias para la cria de la mosca, al
mismo tiempo se compararon las dietas B y C mostrando ser medios nutritivos con capacidad
de completar el ciclo de vida de la mosca, estas dietas no mostraron diferencias significativas
entre ellas (p > 0.05). La dieta C contenia frutos de mora en su formulacion, por lo que se
selecciond para realizar los bioensayos con el parasitoide. Se realizd un bioensayo donde se
evalud la proporcion 1:1 (hospedero/parasitoide) con un 76% de mortalidad en comparacion
con un Testigo con un 17% de mortalidad natural sin exposicion al parasitoide, confirmando
la efectividad del parasitoide bajo condiciones de laboratorio. Adicionalmente se realizaron
evaluaciones con diferentes proporciones (2:1, 3:1 y 10:1) para identificar los efectos en
comportamiento al aplicar diferentes densidades de parasitoide. Se demostr6 que la
proporcion 2:1 fue la que mostré un mejor desempefio al reducir la emergencia de la mosca
adulta un 82%, seguido de la proporcion 1:1 (76%). Se evidencid que la proporcion 3:1 y
10:1 (39%) presentaron los porcentajes mas bajos de mortalidad. Se concluye que el
parasitoide S. endius tiene la elasticidad de parasitar pupas D. suzukii, asi como también de

diferentes especies de moscas.

Palabras clave: Control biologico, dietas artificiales, parasitoides, mora, Rubus, mosca de

la fruta.
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ABSTRACT

Drosophila suzukii (Matsumura), commonly known as the spotted wing drosophila, is a
highly invasive pest responsible for significant economic losses in the soft fruit, berry, and
other soft-skinned fruit production sectors. The wasp Spalangia endius is a parasitoid that
has been reported naturally parasitizing D. suzukii pupae in berry crops in Argentina. This
research evaluated the parasitism potential of S. endius as a biological control agent against
D. suzukii under controlled laboratory conditions. The use of artificial diets to establish fly
rearing was evaluated. Three diets (A, B, and C) were prepared to assess host development.
Diet A was found not to provide the necessary conditions for fly rearing. Diets B and C were
compared and showed to be nutritious media capable of completing the fly's life cycle. These
diets showed no significant differences between them (p > 0.05). Diet C contained
blackberries in its formulation, so it was selected for the bioassays with the parasitoid. A
bioassay was conducted evaluating the 1:1 host/parasitoid ratio, which resulted in 76%
mortality compared to a control with 17% natural mortality without parasitoid exposure,
confirming the parasitoid's effectiveness under laboratory conditions. Additionally,
evaluations were performed with different ratios (2:1, 3:1, and 10:1) to identify the behavioral
effects of applying different parasitoid densities. The 2:1 ratio showed the best performance,
reducing adult fly emergence by 82%, followed by the 1:1 ratio (76%). The 3:1 and 10:1 ratio
(39%) showed the lowest mortality rates. It is concluded that the parasitoid S. endius has the

elasticity to parasitize D. suzukii pupae, as well as different species of flies.

Keywords: Biological control, artificial diets, parasitoids, blackberries, Rubus, fruit fly.
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1. INTRODUCCION

El insecto Drosophila suzukii (Matusumura), es un diptero de la familia
Drosophilidae. Es de origen asiatica, endémica en el sudeste de China y distribuida de forma
nativa a otros paises de este continente (Japon, Corea y otros) (Aly et al., 2017; Daane et al,
2016). En América fue reportada inicialmente en Estados Unidos y se propago rapidamente
en Canadé, México, Argentina y Sudamérica (Asplen et al., 2015; Bennardo et al., 2021).
Por su rapida distribucion y fécil adaptabilidad a diferentes condiciones climaticas, se le
considera como una plaga devastadora. Ha invadido muchos paises alrededor del mundo,
provocando pérdidas econdmicas importantes en cultivos de frutos rojos de piel fina como la
mora, fresa, arandano, higos, asi como en frutos de hueso como cerezas, ciruelas y durazno.

(Escudero, 2016; Funes et al., 2018; Martinez et al., 2022).

Los machos presentan una pequefia mancha en el ala que se considera caracteristico
del insecto, debido a esto es conocida como la “mosca de alas manchadas” (spotted wing
Drosophila por sus siglas en inglés, SWD) (Chacoén, et al., 2024; Daane et al., 2016). Este
insecto tiene la habilidad de adaptarse a diferentes ambientes y condiciones climéticas lo que
hace que su nicho sea distinto. Asi mismo las larvas al desarrollarse dentro del fruto reducen

la competencia interespecifica por recursos (Hoffmann et al., 2018; Martinez et al., 2022).

Es considerada una plaga importante por su capacidad destructiva. La hembra posee
una modificacidon anatoémica diferente a otras moscas, estas cuentan con un ovipositor con
forma de sierra o aserrado lo que les permite tener la habilidad de cortar la piel de los frutos
sanos y depositar sus huevos en el epicarpio de estos (Nikolouli et al., 2021; Rossi-Stacconi

et al., 2022).

Su alto impacto en el dafo de los frutos esta de la mano con la capacidad de producir
un gran namero de generaciones al afio. Esta plaga completa su ciclo de vida entre 7 a 9 dias,
por lo cual se considera corto (SENASICA, 2019). A esto se le suma la capacidad de producir
un rango de 400-600 huevos promedio (Cini et al, 2014), lo que le permite reproducirse y
tener un alto potencial de infestacion en poco tiempo. Después de haber depositado los

huevos en el fruto este comienza a descomponerse debido a que la larva se alimenta de la



pulpa, influyendo en dafos secundarios como el ataque del fruto por otros insectos o

microorganismos como bacterias y hongos (Mendoza, et al., 2018).

A nivel global, paises como Pert, México y Espafia encabezaron la lista de mayores
exportadores de frutos rojos en 2023, con ventas por $1.780 M, $692 M y $507 M
respectivamente. Asi mismo, Estados Unidos fue el mayor importador con un valor de $1.950
millones (Observatory of Economic Complexity, 2024). En Costa Rica el sector mas afectado
econdmicamente es el de frutos rojos como la fresa y mora. Siendo este ultimo, un cultivo
promisorio para exportacion a Estados Unidos segiin estudios d¢ PROCOMER (Molina,
2020; PROCOMER, 2020). Durante afios se sospechaba la presencia de la mosca D. suzukii
en el cultivo de mora en el pais, pero hasta el afio 2024 fue reportada oficialmente en el sector

de Leon Cortés, San José por Chacon, et al., (2024).

Actualmente el manejo de D. suzukii se realiza con aplicaciones de diferentes
insecticidas, pero estos tienen poca eficacia ante la plaga. Por otra parte, en muchos de estos
cultivos no se permite el uso de plaguicidas dado que comprometen la cosecha por los
periodos de carencia y perjudican la salud de los agricultores y de los consumidores. Asi
como también influye negativamente en la presencia de otros insectos benéficos como

polinizadores (Escudero, 2016; Mariano et al., 2020).

Debido a la necesidad de manejar esta plaga de una forma mas amigable y
responsable con el ambiente, se han evaluado tacticas de manejo cultural como la remocién
y destruccion del fruto infestado en campo, ademés de la implementacion del uso de cebos
atrayentes, trampeo, colocacion de redes y tineles (Gonzélez, 2023; Nikolouli et al., 2021).
Sin embargo, estos no han sido capaces de reducir por completo la infestacion y
esparcimiento de la mosca en campo. Por este motivo, se han estado evaluando enemigos
naturales como depredadores y parasitoides (Mendoza et al., 2018). La liberacion de estos

ultimos surge como una opcion ecoldgica y eficiente ante el uso constante de agroquimicos.

El uso de insectos con capacidad de parasitismo se ha venido implementando en
paises de América como Estados Unidos, Canadd y Argentina, y también en Europa como
en Italia y en Asia (Girod et al., 2018; Mendoza et al., 2018; Rossi-Stacconi et al., 2022). Un

ejemplo es Spalangia endius Walker (Hymenoptera), que se ha observado parasitando de



forma natural pupas de D. suzukii (Gomez et al., 2021). Por ser cosmopolita y generalista es
una opcién alentadora para el manejo sostenible contra la plaga de D. suzukii. Ademas, su
poder de parasitismo ha sido notorio con otras familias de Diptera como Sarcophagidae,

Chloropidae, Calliphoridae y Muscidae (Zuiiiga y Romero, 2022).

El presente trabajo busca evaluar la eficacia en condiciones de laboratorio, de la
accion del parasitoide S. endius como enemigo natural D. suzukii, mediante la reproduccion
en dietas artificiales y semi artificiales, para determinar la capacidad de parasitismo. Esto
como una opcidn prometedora alterna al uso de insecticidas convencionales y promover las

opciones mas biologicas para el manejo de la mosca D. suzukii.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente en Costa Rica se demostrd la presencia de la mosca D. suzukii, causando
dafios importantes al ser una plaga devastadora para frutos de piel suave como mora, fresa,
arandanos y otros, como también frutos de hueso como la cereza, ciruela y durazno. Esta
plaga es altamente invasiva y se encuentra distribuida en muchos paises alrededor del mundo.
En afios recientes se ha incrementado la preocupacion por este insecto que esta provocando
pérdidas econdmicas importantes en el sector agro productivo. Solo en Estados Unidos se
han reportado pérdidas aproximadas de $500 millones al afio en frutos rojos y de hueso. Esto
causa un impacto directo en la economia de pequeios y grandes productores, asi como
también la industria de exportacion de estos frutos. Se ha demostrado que las opciones de
manejo convencional como la aplicacion de insecticidas son ineficientes al rapido ciclo de
vida de este insecto, a la creciente resistencia a pesticidas, como también a las limitaciones
en el uso de estos para frutos para exportacion, por lo que se requiere de nuevas alternativas
para su manejo. Por otra parte, las practicas culturales (recoleccion de frutos caidos,
eliminacion de plantas hospederas, entre otras), no son eficaces ante los altos niveles de
infestacion en los sistemas productivos. Esta situacion enciende las alarmas para la busqueda
de alternativas que sean eficientes y a su vez amigables con el ambiente. Gracias al creciente
estudio del potencial de control biologico, se ha comprobado que S. endius es un insecto que
se ha reportado parasitando a D. suzukii de manera natural, y actualmente en el pais se

comercializa para moscas asociadas con problemas de salud animal.



3. OBJETIVOS

3.1 General

Evaluar la capacidad de parasitismo de S. endius sobre D. suzukii mediante el
establecimiento de un pie de cria y bioensayos en laboratorio, para la determinacion

de su potencial como alternativa de manejo bioldgico.

3.2 Especificos

3.2.1. Establecer un pie cria de D. suzukii en el laboratorio a partir de la comparacion

y evaluacion de dos dietas artificiales y una semi artificial.

3.2.2. Evaluar el porcentaje de parasitismo de S. endius sobre D. suzukii mediante

bioensayos en condiciones de laboratorio.

3.2.3. Determinar la dosis 6ptima de S. endius para el manejo de D. suzukii mediante
ensayos de diferentes proporciones del parasitoide sobre cantidades definidas de la

plaga en condiciones de laboratorio.



4. MARCO TEORICO

El cultivo de frutos rojos también conocidos como berries, destacan la mora, la fresa,
la frambuesa y el arandano, han experimentado una notable expansion a nivel mundial desde
la década de 1980. Este crecimiento esta estrechamente vinculado al inicio de la era de la
globalizacion alimentaria y al desarrollo de nuevas tecnologias agricolas, que facilitaron la
diversificacion productiva y la insercion de cultivos no tradicionales en los mercados
internacionales (Castillero, 2023; Fischer et al., 2021). Como resultado, los frutos rojos
adquirieron una mayor presencia en los circuitos comerciales globales, favoreciendo su

produccion y consumo a escala internacional (Castillero, 2022).

La comercializacion de estos frutos es un motor econdmico importante en regiones
donde su nivel de produccion es altamente intensivo. Actualmente paises como Perti, México,
Estados Unidos y Espafia lideran en exportacion de frutos rojos, siendo Perti uno de los
mayores exportadores de ardndanos y otras berries. Asimismo, México destaca en
exportaciones de frutos como las frambuesas, moras y ardndanos, seguido de Espafia y

Estados Unidos (Agroreview, 2025).

Dentro de los paises que a nivel mundial tienen un alto consumo de frutos rojos y un
incremento en las importaciones se encuentran China, Estados Unidos, Brasil, Paises Bajos,
Reino Unido, Alemania, Rusia. Siendo China el pais que consume un alto volumen de berries
representando un 28% del consumo mundial y 269 millones de toneladas (Agroreview, 2025,

2025).

En Costa Rica durante muchos afios la produccion de frutos rojos como la mora, fresa,
arandanos y otros frutos de hueso como la ciruela, ha estado conformado més a nivel familiar
en comparacion con otros paises donde se producen en grandes extensiones. En las ltimas
décadas el cultivo de mora ha incrementado paulatinamente mostrando una alta demanda en
el sector nacional por la buena respuesta de los consumidores y por su alto valor comercial

(Molina, 2020).



4.1 Cultivo de mora (Rubus sp.)

Durante anos la produccion de frutos rojos ha ido en aumento, en Costa Rica el cultivo
de mora (Rubus sp.) ha tenido una creciente demanda debido a su gran aceptacion por parte
de los consumidores nacionales. Ademas, el fruto de mora ha ganado posicion en diferentes
industrias debido a sus propiedades organolépticas, alimenticias y medicinales, esto también
por la cantidad de compuestos bioactivos como acidos grasos, fendlicos y tocoferoles

(Arrubla, 2022).

Otra caracteristica importante es la abundancia de carotenoides y antocianinas que les
otorga propiedades antioxidantes de alto interés (Hipo, 2021). Estos factores han influido en
el aumento de la demanda en la industria farmacéutica y quimica, ya que de estos se puede
obtener sustancias con componentes bioactivos aprovechables, por lo que ha generado el

interés de producirlos en grandes cantidades (Barrera et al., 2020).

El fruto de mora al igual que otras berries se caracteriza por ser muy versatil en sus
diferentes formas de consumo y esto incrementa su atractivo economico. Este puede
consumirse como fruta fresca sin procesar, congelada o de forma liquida en refrescos
naturales. Ademas, este fruto es cominmente procesado en productos como pulpas, jaleas,
mermeladas, gelatinas, jugos, vinos, asi como también es utilizado en productos lacteos como
helados y yogurts (Franco et al., 2020; Hipo, 2021). Por otra parte, el aprovechamiento de
los residuos de este fruto viene en aumento, lo que ha generado un valor agregado en sus

diferentes aplicaciones (Moposita et al., 2023).

En paises de América, Europa y Asia se desarrolla el cultivo de forma intensiva, estas
plantas para un desarrollo 6ptimo se establecen en regiones altas con un rango de 1200 a
3000 m.s.n.m., y en las zonas altas tropicales de América ya que el rango de humedad relativa
es de un 50-60% (Arrubla et al., 2022; Hipo, 2021). Este cultivo al ser de ciclo perenne en su
proceso de crecimiento requiere de labores técnicas donde se realiza poda, manejo de
malezas, drenaje, fertilizacion, manejo de plagas y de enfermedades para que el desarrollo

sea favorecedor y mejore su produccion (Zumba, 2022).



4.2 Enfermedades del cultivo de mora (Rubus sp.)

Dentro de los principales problemas con los que se enfrentan los productores de mora,
se encuentra la presencia de enfermedades que pueden ocasionar grandes pérdidas
econdmicas si no se establece un manejo de estas a su debido tiempo. Dentro de las mas

importantes se registran:

e Moho gris o pudricion del fruto: causado por la presencia de Botrytis cinérea, esta
ocasiona podredumbre temprana al fruto, ademas se observa quemaduras que afecta

principalmente en las hojas. Se ve favorecida en ambientes con alta humedad.

e Antracnosis: inducida por la presencia de Collectotrichum gloeosporioides su mayor
dafio se refleja en tallos y hojas causando la muerte de la planta, esta de igual forma

se ve favorecida por alta humedad (Gonzélez, 2023).

e Mildiu polvoso: generado por Oidium sp. y Sphaerotheca macularis se caracteriza
por producir un polvo color blancuzco que se observa en las hojas jovenes

ocasionando coloraciones en estas.

e Mildiu velloso: causado por Peronospora sparsa, generando coloraciones violetas

oscuras en tallos, ramas, hojas y peciolos.

e Marchitez y pudricion de raices: generalmente se produce por la presencia de

Fusarium sp, Verticillium sp o Rosellinia sp., causando amarillamiento en las hojas.

e Roya: producido por Gymnocoria sp., causando manchas en las hojas y
agrietamientos en los tallos. Es favorecida por la alta humedad y por residuos de

cosecha mal ubicados (Carvajal, 2022).

4.3 Plagas importantes en el cultivo de mora (Rubus sp.)

El cultivo de la mora presenta una serie de insectos plagas que afectan seriamente en

la economia de los productores, ya que estos han ido aumentando la resistencia a insecticidas



y el dafio que producen es cada vez mayor (Mariano et al., 2020). Dentro de estos se pueden
mencionar los mas importantes: trips (Frankliniella spp.) que provocan dafios en estado de
larva y producen dafios en las hojas en forma de verrugas, ademas que los adultos son

transmisores de virus (Castro y Cerdas, 2005; Zumbado y Azofeifa, 2018).

En orden de importancia también se destaca el barrenador del tallo Epialus spp. y
Diastrophus sp. que tienden a hacer galerias en el tallo produciendo clorosis en las hojas y
son capaces de causar severos dafios en plantulas produciendo por consecuencia la muerte de
la planta (Carvajal, 2022; Zumba, 2022). Ademas, se menciona el dafio de los picudos
(Anthonomus spp.) y gallina ciega (Phyllophaga spp.), también se da la afectacion por dcaros
(Tetranychus spp.), afidos (Aphis sp.), chinches chupadores, orugas minadoras, gusanos

cortadores entre otros (Jiménez & Laguna, 2008; Kirschbaum, 2022).

De igual importancia se menciona el dafio que producen las moscas de la fruta como
Anastrepha spp. y Ceratitis capitata (Wiedeman, 1824) (Nolasco y Lannacone, 2008), en
frutos rojos y en frutos de cascara delgada. Estas moscas atacan los frutos maduros
ovipositando en ellos, mientras que sus larvas se alimentan de estos dejandolos

comercialmente inservibles (Vega, 2023).

De la misma manera se encuentra la mosca D. suzukii, considerada como una plaga
invasora relativamente nueva (Kirschbaum, 2022), de alto interés y cuidado por sus habitos
alimentarios, asi como también por la capacidad de dafio que causa en cultivos de frutos rojos

como la mora, frutos de piel blanda y frutos de hueso.

4.4 Origen, expansion y distribucion de Drosophila suzukii

Este insecto originario de Asia se observo por primera vez en Japon en 1916 por
Kanzawa, pero fue descrita hasta 1931 por Matsumura quien la nombrd D. suzukii (Funes et
al., 2018). Esta mosca se ha ido expandiendo répidamente hacia otros paises alrededor del
mundo, actualmente estd presente en paises como Japon, China, Corea, Taiwan, India,
Myanmar, Tailandia, Nepal, Pakistan, Hungria, Polonia, Bulgaria, Rumania (Funes et al.,

2018; SENASICA, 2019; Vasquez, 2024). En Europa su primer reporte fue en Espaifia e Italia



en el 2008, de igual forma esta mosca se fue expandiendo a paises cercanos como Francia,
Alemania, Austria, Croacia, Bélgica, Eslovenia y Suiza, ademas en 2012 se notific6 en Paises

Bajos, Portugal y Gran Bretafia, Grecia (Rossi-Stacconi et al., 2018; Vasquez, 2024).

En América del Norte y Europa es considerada una plaga invasiva emergente, cuya
rapida dispersion es de gran preocupacion para estos paises. En EEUU su deteccion fue en
2008, en el estado de California y se fue expandiendo a diferentes estados del pais
provocando pérdidas importantes en cultivos de fruto pequefio y con hueso, asi mismo se

reportd la presencia de este insecto en Canada y México (Asplen, 2015; Dalton et al, 2011).

En América del Sur su reporte fue a inicios de 2013 donde se registraron capturas en
Uruguay, Brasil y Chile, para el 2015 fue hallada en Argentina en cultivos de frambuesa,
zarzamoras y arandanos (Dagatti et al., 2018). Debido a la similitud del clima templado de
estos paises mencionados, se vincula con el éxito invasor de D. suzukii, ademas es
considerada una plaga cuarentenaria por lo que su reporte implica una penalizacion

econdmica importante para los paises productores (Gémez et al., 2021).

En Costa Rica desde 2005 habia reportes no oficiales de la presencia de la mosca en
zonas altas del pais (SENASICA, 2019). Durante el 2021 y 2022 continuaban las sospechas
por rumores de observacion de larvas atacan frutos de mora, aunque en afios atrds no existian
estudios oficiales que confirmaron estar presente en el pais. Actualmente Chacon, et al.,
(2024) corroboraron su presencia mediante muestreos y pruebas moleculares. En sectores
altos de Cartago, Pérez Zeledon y Ledn Cortés, San José, se ha reportado la observacion de

estas moscas, que a su vez estd asociado al incremento del cultivo de mora en estas zonas.

4.5 Taxonomia y descripcion de Drosophila suzukii

La mosca D. suzukii segin Gémez (2020) su ubicacion taxondmica en la Tabla 1 es:

Tabla 1.
Ubicacion taxonomica de la mosca Drosophila suzukii.
Ubicacion taxonémica

Reino Animal
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Phylum Arthropoda

Clase Insecta
Orden Diptera
Familia Drosophilidae
Género Drosophila
Especie Drosophila suzukii

Fuente: Gomez, 2020.

4.6 Caracteristicas morfologicas de Drosophila suzukii

La adecuada identificacion de la mosca D. suzukii es fundamental para brindar un
manejo adecuado de esta plaga, debido a la importancia que presentan los frutos rojos en el
sector agroeconémico. Esta especie conocida como mosca de alas manchadas, presenta
rasgos morfologicos caracteristicos en cada una de sus fases de desarrollo (Funes et al.,
2018). Estos rasgos permiten su rapida deteccion en campo y en laboratorio de otras especies
de Drosophila sp. Por esta razon es de gran importancia conocer con detalle cada fase del
ciclo bioldgico del insecto, desde su fase de huevo hasta la mosca adulta, para conocer su

comportamiento y dindmica poblacional.

4.6.1 Ciclo biolégico

La larva eclosiona del huevo de 2 a 72 horas después de haber sido introducida en el
fruto, después de 3 a 13 dias pasa al estadio de pupa dentro del fruto o fuera de este. El
periodo de pupacion puede durar de 4 a 45 dias (Funes et al., 2018; Véazquez et al., 2014).
Los adultos tienen un ciclo de vida de 21 a 63 dias y alcanzan la madurez sexual de 2 a 3 dias

después de haber emergido de la pupa (Figura 1) (Gonzalez, 2023).
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Figura 1.
Ciclo de vida de Drosophila suzukii.

7 CICLO DE VIDA
Y Drosophila suzukii A
Adultos : S | A Pupas

A

Fuente: Elaboracion propia.

2

4.6.1.1 Huevos

Sus huevos son de forma ovalada, miden aproximadamente 0,4 a 0,6 mm de longitud,
son de color blanco semitransparentes y brillantes, presentan dos filamentos en el extremo
que son los encargados de la respiracion, su tamafio tiene un rango de 0.18 a 0.6mm y se

logran observar sobre la epidermis de los frutos (Gonzélez, 2023).
4.6.1.2 Larvas

La larva es de color blancuzca con 6rganos internos parcialmente visibles, con piezas
bucales negras, estas crecen dentro del fruto y pasan por tres estadios larvales dentro de este
(Vazquez et al., 2014). En el primer estadio larval pueden medir 0.7 mm de longitud, y en el

tercer instar larval pueden llegar a alcanzar 5.5 mm de longitud (Rojas et al., 2019).
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4.6.1.3 Pupas

La etapa de pupa se realiza en su mayoria de veces dentro del fruto, pero también
puede suceder fuera de este (Funes et al., 2018). Su forma es cilindrica y se tornan de un
color café rojizo o amarillento, tienen una longitud de 2 a 3 mm, ademas poseen dos
proyecciones ramificadas que corresponden a los espiraculos y cumplen con la funcién

respiratoria (Rojas et al., 2019; SENASICA, 2019).
4.6.1.4 Adultos

Las moscas adultas son relativamente pequefias, estas tienen un tamafio similar a las
pupas con 2 a 3 mm de longitud, tienen una coloracion marrén rojiza, fusiformes, sus o0jos
son color rojo y en su abdomen es posible observar unas bandas transversales de color negras,

tienen antenas cortas tipo aristas ramificadas (Gonzalez, 2023).

Esta especie presenta un dimorfismo sexual muy marcado lo que permite diferenciar
facilmente la hembra y el macho, inicialmente estas son de mayor tamafio que los machos
(Goémez, 2020), los machos presentan una mancha negra en el margen de las alas, lo que le
atribuye al nombre comlin mosca de alas manchadas y que estd ausente en las hembras
(Figura 1) (Pérez et al., 2013). Ademas, estos presentan dos peines sexuales con setas en el

primer y segundo segmento tarsal del primer par de patas (Santadino et al., 2015).

La hembra a su vez es la que presenta mayor relevancia a su condicion de plaga,
debido a su aparato ovipositor es aserrado formado por dientes oscuros (Santadino et al.,
2015), fuertemente esclerotizado esto le permite introducir los huevos en los frutos sanos y
maduros, estas una vez que han copulado con el macho buscan los frutos firmes cercanos a
la madurez maxima (Daane et al., 2016). Son capaces de depositar aproximadamente 380

huevos durante toda su vida (Walsh et al., 2011).

4.7 Métodos de manejo de la plaga Drosophila suzukii

Para el monitoreo de este insecto se utilizan cebos atrayentes, considerado como el

método mas utilizado para determinar la presencia de esta plaga, para dicho atrayente se
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utilizan sustancias como vinagre de manzana o cebos fermentados a bases de puré de banano
maduro, jugo de cereza, entre otros. Otro método que se utiliza es el uso de trampas de color,
pegajosas y combinadas con atrayentes pero su éxito va a depender de la calidad del atrayente

y de la ubicacion de la trampa (Kirschbaum, 2022; Vasquez, 2024).

4.7.1 Manejo cultural

Se utiliza el manejo cultural como una medida que permita hacer el ambiente menos
favorable para la plaga con la intencidon de eliminarlos o inhibir su desarrollo (Gonzalez,
2023). Esto puede ser mediante la recoleccion de la fruta dafiada en campo y eliminacion de
esta mediante el uso de fosas para enterrar el fruto con el uso de cal sobre estos, evitando
dejar fruta rezagada que le permita a los estadios larvales inmaduros de la plaga desarrollarse

completamente en el sistema productivo (Sanchez, 2019).

4.7.2 Manejo quimico

La erradicacion de esta plaga representa un gran desafio que requiere de tacticas
integrales basadas en su capacidad de adaptacion y dispersion, debido a que a la fecha no hay
estrategias de manejo eficaces y el manejo quimico ha dado pocos resultados positivos
(Nikolouli et al., 2021). Es comln que para este insecto los productores apliquen repetidas
pulverizaciones de agroquimicos en sus cultivos debido al gran reservorio de plantas

hospederas con el que cuenta D. suzukii (Rossi-Stacconi et al., 2022).

Ademas, Gomez et al., (2021) indican que otro factor que influye en el manejo de la
plaga es la falta de insecticidas registrados y a la resistencia que ha presentado D. suzukii a
algunos de estos compuestos quimicos. Garcia et al., (2015) también mencionan la
importancia del manejo integrado de esta plaga mediante el uso de trampas, atrayentes y

enemigos naturales como una alternativa mas amigable que el uso de insecticidas quimicos.

14



4.7.3 Manejo bioldgico

Para combatir los efectos de la mosca D. suzukii en sistemas productivos agricolas,
el manejo bioldgico es una alternativa que en afios recientes se han evaluado con diferentes
estrategias para combatir la plaga (Gallardo et al., 2022). El uso de enemigos naturales para
esta plaga llega a ser un mecanismo de manejo mas amigable ante el uso indiscriminado de
pesticidas dafiinos para el ambiente y la salud humana (Falagiarda & Schmidt, 2020).
Actualmente se conoce el uso de mas de 30 especies de parasitoides que tienen incidencia
sobre D. suzukii a nivel mundial, 21 de estos atacan la plaga en estado larval y nueve en

estado de pupa (Gomez et al., 2021).

En regiones recientemente invadidas por D. suzukii, se han hecho estudios donde se
ha observado la accion natural de parasitoides sobre la mosca en la etapa de estadio larvario,
entre los mas importantes se menciona a Ganapsis brasiliensis (lhering, 1905)
(Hymenoptera), Leptopilina boulardi (Barbotin, Carton, & Kelner-Pillault, 1979)
(Hymenoptera: Figitidae) (Garcia et al., 2015), Leptopilina heterotoma (Thomson, 1862)
(Hymenoptera: Figitidae), y Asobara tabida (Nees, 1834) (Hymenoptera: Braconidae)
(Abram et al., 2020; Moreau et al., 2002; Sanchez, 2019).

En paises como Italia y Argentina se menciona el uso de parasitoides mas generalistas
y cosmopolitas como Trichopria drosophilae Perkins (Hymenoptera: Diapriidae) y
Pachycrepoideus vindemiae Rondani (Hymenoptera: Pteromalidae) que son capaces de
desarrollarse de forma exitosa dentro de la pupa (Falagiarda & Schmidt, 2020). Asi mismo,

se han observado especies de Dieucoila sp. atacando pupas de D. suzukii (Reche et al., 2021).

Estudios demuestran que 7. drosophilae puede tener un alto potencial de parasitismo,
debido a que este parasitoide presenta buen porcentaje de fecundidad y un 55% de
parasitismo (Esteban, 2020), asi mismo tiene la capacidad de atacar eficazmente pupas en
rangos de temperatura ambiental de 15-35 °C. Se ha observado a nivel de campo que han
disminuido las poblaciones de la plaga, sin embargo, conforme aumenta la altitud de las
liberaciones se disminuyen los resultados de este parasitoide (Falagiarda & Schmidt, 2020;

Pérez et al., 2021).
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En la actualidad G. brasiliensis y L. boulardi se destacan como los mejores
parasitoides para la mosca D. suzukii mostrando resultados satisfactorios (Garrido et al.,
2018). Cabe destacar que al tratarse de especies que no se encuentran establecidas de forma
natural en algunos paises, esto provoca que se tenga que tomar la decision de importarlo a
ambientes no nativos, pudiendo generar otras repercusiones en los ecosistemas en los que se

liberen (Gallardo et al., 2022).

Por otra parte, Spalangia endius Walker se ha considerado como una buena opcién
ante el uso ineficiente de insecticidas quimicos (Buonocore et al., 2022; Kirschbaum et al.,
2020), asi mismo se han asociado otras especies del género Spalangia parasitando pupas de
D. suzukii como lo es S. cameroni Perkins; S. simplex Perkins, S. erythromera Foster (Gémez
et al., 2021). Asimismo, S. endius tiene un alto grado de efectividad asociado a otras plagas
de moscas como Stomoxys calcitrans, siendo capaz de parasitar pupas de manera natural

(Zuiiiga y Romero, 2022).

4.8 Dietas artificiales para Drosophila suzukii

Establecer una colonia o pie de cria de D. suzukii en laboratorio para evaluar la
eficacia de insectos parasitoides y organismos entomopatogenos es esencial para el avance
en estrategias de control bioldgico ante esta creciente plaga. Tener un control preciso en
laboratorio de las condiciones de temperatura, humedad e iluminacion facilita la
disponibilidad del hospedero para determinar la capacidad de los enemigos naturales (Aly et

al., 2024).

Para garantizar el éxito del pie de cria se debe contar con una dieta o medio nutritivo
que aporte las necesidades nutricionales que requiere el insecto para un buen desarrollo.
Dentro de las ventajas de tener un pie de cria en laboratorio se puede mencionar las mas
importantes:

e Disponibilidad constante del hospedero.

e Condiciones controladas en laboratorio.
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e C(Capacidad de realizar ensayos estandarizados.

e Oportunidad de probar diferentes dietas artificiales.

e Posibilidad de producir hospederos de alta calidad.

e Posibilidad de probar diferentes parasitoides.

e Disminucion del riesgo de liberar individuos sin pruebas al ambiente.

e Disponibilidad de hospederos para pruebas de resistencia a insecticidas o
manipulacion genética.

Las dietas artificiales ofrecen un recurso nutritivo que disminuye la variabilidad en
los individuos. Asimismo, pueden llegar a ser mas econémicas que el uso directo de fruta
fresca o algun otro recurso natural, ya que al optimizar los ingredientes de las dietas estas
aumentan su rentabilidad (Emiljanowicz et al., 2014). Ademas de facilitar la produccion
masiva del insecto, permiten a su vez monitorear el ciclo de vida constante, el desarrollo de
los individuos, tasas de reproduccion y de supervivencia en condiciones controladas

(Aceituno et al., 2020).

La efectividad de la dieta va a depender de diversos factores como la calidad de los
ingredientes y del valor nutricional que éstos le aporten en las diferentes etapas del insecto.
La disponibilidad de ingredientes y la rentabilidad en los costos de estos debe estar
equilibrado con el rendimiento en la cria masiva de los insectos (FAO/IAEA, 2022). También
el uso de ingredientes esterilizados permite la reduccion de contaminantes que pueden afectar

en el desarrollo 6ptimo de los insectos.

Para que las larvas de D. suzukii lleguen bien desarrollados a la fase de adulto,
necesita proteinas, carbohidratos, minerales, vitaminas y lipidos para que le permitan
completar su buen desarrollo. Si esta mezcla nutricional presenta algun desequilibrio puede
afectar seriamente en el desarrollo, en el tamafio y peso de los individuos, asi como también

en la fecundidad y en la sobrevivencia de estos (Hoffmann et al., 2018; Jaramillo et al., 2015).

Actualmente existen diversos estudios en los que se indica el uso de diferentes dietas
artificiales para la cria masiva de D. suzukii, desde dietas semi so6lidas, liquidas, o dietas con
frutos frescos. La FAO/TAEA (2022) recomienda el uso de una dieta econdmica a base de

papa para la produccién de larvas, dicha dieta facilita la separacion de las pupas de la dieta
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larvaria al ser altamente soluble en agua, esto a su vez permite la produccion de grandes
cantidades de pupas. Ademas, a la base original de esta dieta de papa se le pueden adicionar

ingredientes como zanahoria en polvo.

En otro estudio realizado por Aceituno et al., (2020), se hace uso de ingredientes
como la harina de maiz o fibra de coco, ambos mezclados con levadura de cerveza o levadura
de torula como base para la cria masiva de D. suzukii. Asimismo, se sugiere que la dieta a
base de fibra de coco tiene la capacidad de favorecer el desarrollo y supervivencia de las

hembras, lo que favorece cuando se desea tener una cria continua de la mosca.

La importancia de estos estudios radica en que permiten replicar sus dietas para que
puedan llegar a ser utilizadas en pequefia escala o para cria masiva. Rossi-Stacconi et al.,
(2022) indican que su dieta a base de harina de maiz y levadura de cerveza fue propuesta a
pequefia escala, esta permite optimizar la mano de obra y reducir costos en equipo de
laboratorio especializado. Asi mismo sefialan que su dieta puede ser aplicable para D. suzukii

con el uso de diferentes parasitoides.

4.9 Taxonomia y descripcion del parasitoide Spalangia endius

Spalangia endius (Walker) fue descrita en 1839, pero en una nueva revision se le
incluy6 en el grupo de especies endius por observarse un collar pronotal con puntos circulares

(Gibson, 2009; Gémez et al., 2021), su ubicacion taxondmica se observa en la Tabla 2.

Tabla 2.
Ubicacion taxonomica del parasitoide Spalangia endius.
Ubicacion taxonomica

Reino Animal

Phylum Arthropoda
Clase Insecta

Orden Hymenoptera
Familia Pteromalidae
Género Spalangia
Especie Spalangia endius

Fuente: Gibson, 2009.
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Las hembras (Figura 2), tienen una longitud de 1,5 a 2,9 mm, sus patas son oscuras
excepto los 3 y 4 segmentos basales del tarso que presentan un color café amarillos. Su cabeza
es lisa y brillante, presentan un surco medio triangular alargado con punciones circulares, sus
antenas son largas y gruesas. Presenta alas delanteras hialina, normalmente desnudo detrés

de la vena submarginal (Gibson, 2009; Shimbori et al., 2020).

Figura 2.
Hembra adulta del parasitoide Spalangia endius.

Fuente: Elaboracion propia.

Los machos son més pequefios que las hembras con una longitud de 1,3 a 2,6 mm
suelen ser mas delgados que las hembras y su superficie exterior rugoso-granular, su cabeza
lisa y brillante, presentan antenas mas delgadas que la de las hembras (Matsuo, 2020;
Shimbori et al., 2020). Este insecto presenta un dimorfismo sexual marcado, dado que las
hembras son mas robustas que los machos y su pedicelo es mas alargado (Vera y Ramirez,

2022).

El ciclo de vida consta de cuatro etapas principales: huevo, larva, pupa y adulto, tiene
un periodo de incubacion de 24 horas donde se recomienda que sus condiciones de
temperatura sean de 26°C y con un rango de 70% de humedad en el ambiente (Treviio,
2018). El desarrollo de sus larvas y de sus estadios pupales se producen dentro de la pupa del
hospedero donde se alimenta de los tejidos de la larva. Su desarrollo dura entre 21-23 dias,

donde después de completar su desarrollo larval emerge como adulto a través de un pequenio
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agujero en la cuticula de la pupa de la mosca de la fruta. Los machos son los primeros en

emerger y aproximadamente 24 horas después las hembras (Araujo et al., 2012).

La hembra adulta busca activamente hospederos para insertar su ovipositor y
depositar un solo huevo (Aragjo et al., 2012). Estas son mas longevas y activas que los
machos, ya que son las Unicas que se observan sobre las pupas del hospedero que van a
parasitar, el macho se ha logrado observar cerca de las pupas, pero no llegan a interferir en
el proceso de parasitacion de la hembra, estos también se alimentan de exudados de pupas

jovenes (Vera y Ramirez, 2022).

La especie S. endius es una especie cosmopolita y de habito solitario, tiene la
capacidad de parasitar pupas de diferentes familias de Diptera como lo es Drosophilidae,
Sarcophagidae, Chloropidae, Calliphoridae y Muscidae (Zufiiga y Romero, 2022). Este
parasitoide tiene la capacidad de hasta un 80% de parasitismo en pupas de Musca domestica
L. (Shimbori et al., 2020; Vera y Ramirez, 2022). Tiene ademas el potencial de parasitar otras
familias filogenéticamente mas lejanas como Tephritidae, en la cual se encuentra la mosca
de la fruta Ceratitis capitata, esta mosca ha demostrado ser un excelente hospedero alterno

con alta efectividad para S. endius (Zuiiiga y Romero, 2022).

Ademéds, en Argentina Gomez et al., (2021), mencionan que se ha observado a S.
endius parasitando de forma natural pupas de D. suzukii. Este parasitoide normalmente no se
utilizaria para contrarrestar la infestacion de D. suzukii, debido a que aun no se tienen datos
precisos sobre su eficacia a nivel de campo en Costa Rica. Cabe resaltar que S. endius es un
parasitoide para controlar mosca del establo Stomoxys calcitrans y mosca comun de manera
comercial en el pais (Francisco Gonzalez, comunicacion personal), por lo que su facil acceso

permite la opcion de aplicarlo en sistemas agricolas afectados por la plaga.
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5. METODOLOGIA

Esta investigacion se desarrolld en el Laboratorio de Entomologia Agricola de la
Escuela de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Costa Rica (UNA), ubicado en

el canton de Heredia, Heredia.

5.1 Origen del pie de cria de Drosophila suzukii

Se acondiciond un espacio en el laboratorio el cual se limpid y desinfectd. Se
colocaron 3 cajas entomologicas con malla antidfidos previamente desinfectadas (Anexo 1),
para el desarrollo del pie de cria de cada dieta (A, B y C). Se recolectaron frutos de mora
infestados por D. suzukii en las zonas de Jardin de Pérez Zeledon, Cedral de Leon Cortés y
Llano Grande de Cartago (Figura 3). La recoleccion del fruto se realizd en los meses de

agosto, septiembre y octubre del afio 2023.

Figura 3.
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Los frutos infestados por larvas de D. suzukii se colocaron en bandejas herméticas
con una tapa modificada, a la cual se le agregd una malla fina para favorecer el ingreso de
aire y evitar el escape de los insectos (Anexo 2). El mismo dia de la colecta, las bandejas con
los frutos recolectados de campo se trasladaron al Laboratorio de Entomologia Agricola de

la Universidad Nacional de Costa Rica, Heredia.

Las larvas resultantes se mantuvieron junto con los frutos de campo en las mismas
bandejas de recoleccion, a una temperatura media de 25°max/17°min. Para mantener la
humedad, se les coloc6 un papel absorbente himedo dentro de cada bandeja y asi evitar que
los frutos se deshidraten (Anexo 2), estas bandejas estuvieron bajo observacion hasta que

completaron el ciclo a mosca adulta.

Al emerger los primeros adultos se extrajeron con cuidado de las bandejas y se
colocaron en viales de vidrio vacios (Anexo 3) (esterilizados en autoclave a 121 °C, 1,5 libras

de presion durante 20 minutos) para su posterior sexado.

5.2 Sexado de las moscas adultas de Drosophila suzukii

Las moscas adultas resultantes de las bandejas herméticas con frutos de campo se
sexaron unos minutos posteriores a su recoleccion. Para el sexado los viales con las moscas
se introducian por 45-60 segundos en el congelador para disminuir el movimiento de los
adultos. Posteriormente, los insectos se extrajeron y se observaron bajo un estereoscopio
(Anexo 4), para identificar las caracteristicas morfoldgicas distintivas de las hembras y los

machos.

Esta especie al presentar dimorfismo sexual facilitaba la identificacion. La hembra es
mas robusta y grande que los machos (Vera y Ramirez, 2022) y presenta un ovipositor
aserrado caracteristico de D. suzukii (figura 4, A y B). En el macho se busco observar la

presencia de peines sexuales en cada una de las patas frontales y unas pequefias manchas

22



negras en el margen de las alas caracteristicas del mismo (figura 4, C y D) (Funes et al.,

2018; Pérez et al., 2013).

Figura 4.
(A) Hembra de D. suzukii, (B) Aparato ovipositor aserrado caracteristico de la especie, (C)
Presencia de manchas negras y peines sexuales en cada par de patas delanteras, (D) Macho
de D. suzukii con una mancha negra en el margen de las alas.

Fuente: Elaboracion propia.

Para establecer el pie de cria de moscas, se colocaron al menos 2-4 parejas de adultos
en cada vial para que copularan por un periodo de 24-48 horas. Las moscas ya sexadas se
colocaron en viales de vidrio con medio nutritivo preparado de las tres dietas a evaluar
(Anexo 5). A estos viales se les introdujo un filtro de algodon previamente esterilizado, para

favorecer el intercambio gaseoso y evitar el escape de las moscas.
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5.3 Elaboracion de las dietas artificiales y semi artificial

Se evaluaron dos dietas artificiales y una dieta semi artificial para determinar cual
provee menor tiempo de desarrollo de larva a adulto, mayor porcentaje de supervivencia de

la mosca y mejor proporcion sexual a favor de la hembra.
5.3.1 Preparacion de dietas artificiales Ay B

Se elaboraron dos dietas artificiales, la dieta A propuesta por Dalton et al., (2011) y
la dieta B propuesta por Hoffmann et al., (2018). La seleccion de estas dietas se enfoco en el
optimo desarrollo del insecto en sus diferentes estadios. Por otra parte, estd asociada a la
practicidad, facilidad de elaboracion, asi como su almacenamiento, ademas del costo y

accesibilidad de sus ingredientes (Tabla 3).
5.3.2 Elaboracion de dieta A

Para la elaboracion de la dieta se colocaron 125 g de harina de maiz en un beaker y
se le agregaron 300 mL de agua destilada y se dejo reposar durante 10 minutos. Luego se
colocd en una olla de coccion con 700 mL de agua destilada y se mantuvo en calentamiento
y agitacion. Se adicionaron 200 g de azlicar y 70 g de levadura nutricional, esta mezcla se
agitd hasta homogeneizar. Posteriormente se adicioné la harina de maiz hidratada y se
continud en agitacion. Luego se agregd 45 g de agar, se llevo a ebullicion y se continud
agitando para eliminar grumos, de manera que quedard homogénea. Por tltimo, se le adicion6
17,7 mL de &cido propionico (con una concentracion de 1 M) y 33,3 mL de etanol (pureza

de 95%) (Dalton et al, 2011).

Esta mezcla se dejo enfriar a temperatura ambiente durante 5 minutos. Una vez
transcurrido el tiempo se dispensdé 10 mL en viales de vidrio de un tamafio de 30 mL
previamente esterilizados en autoclave (esterilizados en autoclave a 121 °C, 1,5 libras de
presion durante 20 minutos), y se dejaron en reposo. Para su almacenamiento se colocaron

en refrigeracion a una temperatura de 4°C.
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5.3.3 Elaboracion de dieta B

Para la elaboracion de la dieta se colocaron 80 g de harina de maiz en un beaker y se
le agregaron 300 mL de agua destilada y se dejé reposar durante 10 minutos. Luego se colocéd
en una olla de coccion con 700 mL de agua destilada y se mantuvo en calentamiento y
agitacion. Se adicionaron 100 g de glucosa y 40 g de levadura nutricional, esta mezcla se
agitd hasta homogeneizar. Posteriormente se adicion6 la harina de maiz hidratada y se
continud en agitacion. Luego se agregd 8 g de agar, se llevd a ebullicion y se continud
agitando para eliminar grumos, de manera que quedara homogénea. Por ultimo, se le adiciono
3 mL de 4cido propidnico (con una concentracion de 1 M) y 8 mL de Metil-parabeno (pureza

de 10%) (Hoffmann et al., 2018).

Esta mezcla se dejo enfriar a temperatura ambiente durante 5 minutos y se
dispensaron 10 mL en viales estériles con capacidad de 30 ml (Anexo 6). Se dejaron en

reposo y se almacenaron en refrigeracion a una temperatura de 4°C.
5.3.4 Preparacion de la dieta semi artificial C

Para la preparacion de la dieta se eligieron frutos de mora en conjunto con los
ingredientes de la dieta B. Se escogieron frutos en buen estado, los cuales no presentaban
sintomas de pudricion, decoloracion o golpes (Anexo 7). Para su desinfeccion se realizaron
tres lavados con agua destilada y un lavado con alcohol de 70%. Luego los frutos fueron
sumergidos en alcohol 70% durante 10 minutos. Para triturar la mora se utiliz6 una licuadora

de la marca OSTERIZER Super deluxe y de este puré resultante se utilizaron 300 g.

Para la elaboracion de la dieta se colocaron 80 g de harina de maiz en un beaker y se
le agregaron 300 mL de agua destilada y se dejo reposar durante 10 minutos. Luego se coloco
en una olla de coccion con 700 mL de agua destilada y se mantuvo en calentamiento y
agitacion. Se adicionaron 100 g de glucosa y 40 g de levadura nutricional, esta mezcla se
agitd hasta homogeneizar. Posteriormente se adicion6 la harina de maiz hidratada y 300 g
de frutos de mora previamente triturados, se continud en agitacion. Luego se agregd 8 g de
agar, se llevo a ebullicion y se continu6 agitando para eliminar grumos, de manera que
quedard homogénea. Por ultimo, se le adicionaron 3 mL de 4cido propidnico (con una

concentracion de 1 M) y 8 mL de Metil-parabeno (pureza de 10%) (Hoffmann et al., 2018).
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Esta mezcla se dejo enfriar a temperatura ambiente durante 5 minutos y se
dispensaron 10 mL en viales estériles con capacidad de 30 ml (Anexo 7). Se dejaron en

reposo y se almacenaron en refrigeracion a una temperatura de 4°C.

Para comparar la cantidad de ingredientes de las dietas A, B y C, se elabor6 una tabla
con los diferentes ingredientes y sus respectivas cantidades (Tabla 3). La dieta B y C,
comparten la misma cantidad de ingredientes con la Unica excepcion de los frutos de mora

en la dieta C.

Tabla 3.
Resumen de elaboracion de las dietas artificiales A, B y la dieta semi-artificial C.
Ingredientes Dieta A Dieta B Dieta C

Azucar 200 g - -
Glucosa - 100 g 100 g
Harina de maiz 125 g 80 g 80 g
Levadura 70 g 40 ¢ 40 ¢
Agar 45¢ 8g 8g
Acido propiodnico 17.7 mL 3 mL 3 mL
Metilparabeno 10% - 8 mL 8 mL
Etanol 95% 33.3 mL - -
Fruto de mora - - 300 g

Fuente: Elaboracion propia.

5.4 Evaluacion del efecto de las dietas

Con el fin de evaluar el efecto de las dietas A, B y C sobre la eclosion y desarrollo de
D. suzukii, se colocaron 10 larvas en el tercer estadio (L3) en viales individuales, utilizando

un estereoscopio para su identificacion. Para cada dieta se realizaron 10 repeticiones.

Adicionalmente, para evaluar el desempeio reproductivo en cada dieta, se introdujo
una pareja (una hembra y un macho) en cada vial durante 24 horas. Posteriormente, el macho
fue retirado y la hembra se mantuvo en el vial hasta la observacion de la primera pupa. Se
realizd un registro visual bajo estereoscopio a las 24, 48 y 72 horas siguientes para

contabilizar las larvas presentes.
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Se registrd el dia de aparicion de la primera pupa y el tiempo hasta la emergencia del
adulto. El porcentaje de supervivencia fue calculado dividiendo el nimero de adultos
emergidos en las primeras 24 horas posteriores a la primera emergencia entre el numero total
de pupas observadas. Asimismo, se determind la proporcion de sexos contabilizando cuantos

adultos correspondian a hembras y cuantos a machos.

5.5 Diseiio experimental

La unidad experimental y observacional consistio en un vial con pupas de D. suzukii.

Donde se utilizaron las siguientes variables:

e Pupas: Numero total de pupas por vial.
e Adultos: Numero de pupas que lograron eclosionar.

e Dieta: Tratamiento aplicado (A, B o C).

La variable respuesta fue la proporcion de eclosion (entre 0 y 1), obtenida a partir de
conteos de éxito (adultos) y fracaso (pupas no emergidas). El disefio experimental fue
unifactorial completamente aleatorizado, donde el factor tiene tres niveles correspondientes

aladieta A, By C con 10 repeticiones por tratamiento.

5.6 Analisis estadistico del efecto de las dietas

Se evaluo el efecto de las 3 dietas sobre la proporcion de eclosion de D. suzukii, para
ello se realiz6 un analisis bajo un modelo GLM con distribucion binomial y enlace logit. Este
modelo permiti6 trabajar directamente con conteos de éxito (adultos emergidos) y fracaso
(pupas no emergidas), respetando la naturaleza discreta y proporcional de los datos, sin
necesidad de transformarlos. Ademads, considera la distribucion binomial subyacente en la
que cada pupa tiene una probabilidad p valor de convertirse en adulto. Para este modelo la
dieta A fue utilizada como grupo de referencia y las dietas B y C se codificaron como

variables indicadoras, lo que permitio evaluar sus efectos en comparacion con la dieta A.
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Este tipo de analisis es mas robusto, mas informativo y apropiado para este tipo de
variable. Se utiliza un enlace logit que transforma la proporcién a una escala lineal

interpretable (log-odds).
Se utilizd una estructura del modelo:

p;

1-p;

Logit (p;) = Inln ( ) = Po+ P1Dp, + B2 D,

Donde:

p;: Probabilidad de eclosion para la observacion i.

Dg,: Variable indicadora para dieta B (1 si dieta B, 0 en otro caso).
D¢,: Variable indicadora para dieta C (1 si dieta C, 0 en otro caso).

Bo: Log-odds promedio para dieta A (grupo de referencia).

B1, B2: Efectos diferenciales de las dietas B y C con respecto a la dieta A.
Hipotesis

Se tiene el interés en probar si hay algin efecto significativo de la dieta sobre la probabilidad

de eclosion:

e Hipotesis nula H,: f; = , = 0, es decir que no hay diferencia significativa entre las

dietas.

e Hipotesis alternativa H,:f, 6, # 0, es decir al menos una dieta difiere

significativamente de la dieta A.

Adicionalmente se realizd comparaciones por pares entre las dietas utilizando pruebas

de Mann-Whitney-Wilcoxon, con correcciéon de Bonferroni para el control del error tipo 1.

5.7 Bioensayos del parasitoide con Drosophila suzukii

El parasitoide S. endius se obtuvo por medio de la empresa Chemtica® bajo la marca

comercial Spaltica. Se utilizaron Unicamente hembras del parasitoide para realizar los
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bioensayos. Asimismo, se utilizd una misma generacion (lote), lo que permitié la

homogeneidad de las hembras al momento de la aplicacion.

Para la evaluacion de parasitismo se utilizé la dieta C como base para colocar las
larvas recuperadas, estas larvas se encontraban en el tercer estadio larval y se seleccionaron
con la ayuda de un estereoscopio. Estas se colocaban en los viales con medio nutritivo para
que completaran su alimentaciéon hasta llegar al estadio pupal, lo que garantizd su
homogeneidad en edad o dias de eclosion. Se realizaron 10 repeticiones, donde se le aplicd
una proporcion 1:1 (hospedero/parasitoide) (Anexo 8). Ademas, se realiz6 un control testigo
de pupas de D. suzukii que no fueron expuestas al contacto con el parasitoide S. endius, para
determinar cudntas moscas emergian sin exposicion al parasitoide de forma natural. Las
larvas se enviaron al laboratorio de la empresa Chemtica quien proporciond el parasitoide, lo
que aseguraba que el parasitoide al estar en condiciones de laboratorio mas controladas fuera
posible un mejor parasitismo y las hembras no sufrieran alguna lesion, dafio o estrés por el

traslado.

Para mantener los viales aislados se utilizd una bandeja hermética con una tapa
modificada en la cual se colocd una malla fina para favorecer el ingreso de aire y evitar el
escape de los parasitoides. Seguidamente se colocé una manta negra sobre la bandeja para
evitar que el parasitoide vuele a la luz, ya que se ven atraidos por un proceso de fototaxismo.
Se realizaron observaciones diarias durante 15 a 22 dias para contabilizar cuantos individuos

emergian a adultos (Anexo 9).

5.8 Analisis estadistico de bioensayos del parasitoide

Se realizd un andlisis estadistico para comprobar el efecto del grupo Testigo y el
grupo expuesto al parasitoide S. endius, sobre la mortalidad de la mosca D. suzukii. Las

variables examinadas fueron: tipo de tratamiento y porcentaje de mortalidad.

La mortalidad se calcul6 de la siguiente manera:

Larvas—Emergidas

Mortalidad = (

) * 100

Larvas
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Dado que los datos no cumplian los supuestos de normalidad, se realizé una prueba
no paramétrica de Wilcoxon Mann-Whitney para muestras independientes. Esta prueba se
aplico para determinar cuando dos grupos difieren significativamente a las localizaciones de

sus distribuciones.

e Hipaétesis nula (H,): No existen diferencias significativas entre las distribuciones de

los dos tratamientos.
e Hipaétesis alternativa (H,): Las distribuciones de los dos tratamientos son diferentes.

El modelo matematico para la prueba Wilcoxon Mann-Whitney para este caso fue el

siguiente:

ny
W = z Ri
i=1

Donde R; son los rangos asignados a los valores de una de las muestras combinadas.

5.9 Determinacion de dosis Optima de parasitoide

Las pruebas se realizaron en el laboratorio de la empresa Chemtica Internacional, bajo
condiciones controladas de laboratorio, bajo una temperatura de 21°C. Para determinar la
dosis Optima de parasitoide se utilizaron viales con dieta C. Para la obtencion de las pupas se
seleccionaron larvas que estuvieran en el tercer estadio larval previo a pupar, esto para
asegurar la homogeneidad de las pupas al momento de emerger a mosca y garantizar la
fiabilidad de los resultados. Una vez que se encontraban en fase de pupa se procedid a evaluar
cuatro proporciones de dosis de hembras del parasitoide S. endius. La primera proporcion fue
1:1 en la cual se introdujeron 10 hembras del parasitoide y 10 pupas del hospedero D. suzukii;
la segunda proporcion fue 2:1 (10 pupas del hospedero D. suzukii y 5 hembras del parasitoide
S. endius por vial); la tercera proporcion fue 3:1 (10 pupas del hospedero y 3 individuos del
parasitoide por vial). La cuarta proporcion que se evalud fue 10:1 (10 pupas del hospedero y

un individuo del parasitoide por vial). Se realizaron 10 repeticiones por tratamiento.
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5.10 Analisis estadistico de las dosis de parasitoide

Para corroborar los supuestos de normalidad y validar la confiabilidad del analisis se
aplico una prueba Shapiro-Wilk. Seguidamente se realizd una prueba de Levene para
verificar la homogeneidad de varianzas, permitiendo confirmar si se cumplen los supuestos
del ANOVA y que sus resultados se consideran estadisticamente validos. Las hipotesis

estadisticas disefiada para este ensayo fue:
e Hipotesis nula (H,)
a1= a2:a3:a4:0

No hay diferencias significativas en la cantidad de moscas emergidas en los diferentes

niveles de proporcion.
e Hipotesis alternativa (Hy)
3i,j talquea; # q;
Al menos un grupo tiene una media significativamente diferente.

Para determinar el efecto de los tratamientos sobre las variables de respuesta
estudiada (proporcion, larva, moscas mortalidad), se realizd un analisis de varianza de una

via (ANOVA de una via), seguido por una prueba Tukey HSD (Comparaciones Multiples).

El modelo matematico del ANOVA de una via aplicado para este caso fue el

siguiente:
Yij=pu+ai+ €j
Donde:

Yij: Numero de moscas emergidas en la j-ésima observacion del i-ésimo grupo.
u: Media general de la cantidad de mortalidad.

ai: Efecto del nivel i de la variable categorica proporcion (i = 11, 21, 31, 101).
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gij~ N (0, 0?) = Error aleatorio, que sigue una distribucion normal con media 0 y varianza

constante o2.

Para la prueba de Tukey HSD, se evaluan las diferencias entre cada par de medias:

Hy : p; = u; paratodos los i, j

Hy : p; # p; paraal menos un par de i,

El estadistico de prueba para Tukey se calcula como:

Donde:

e Y;—Y; son las medias de los grupos i y j.
e MSE es el Error Cuadratico Medio del ANOVA.

e 1 es el namero de observaciones por grupo.

Si el valor de Q es mayor que el valor critico de Tukey se rechaza la Hy y se

concluye que los grupos comparados son significativamente diferentes.

32



6. RESULTADOS

6.1 Establecimiento de pie de cria en dietas A, By C.

Al evaluar las tres dietas A, B y C, se observo que al colocar en los viales con dieta
A las parejas de moscas previamente sexadas, éstas mostraban un comportamiento inactivo
y posteriormente morian a los pocos minutos de haber sido introducidas. Se realizaron
multiples repeticiones sin observar resultados favorables para la reproduccion de la mosca
en este medio nutritivo, por lo que se descartd el uso de moscas adultas. Se realizaron nuevas
pruebas donde se colocaron larvas L3 recuperadas de frutos de campo. Estas larvas lograban
llegar a la fase de pupa, pero al emerger la mosca no lograban salir por completo de la pupa
y presentaron una alta mortalidad a los pocos minutos post-eclosion. Por su baja tasa de

emergencia y poca viabilidad se descarto6 el uso de la dieta A.

Por otra parte, tanto la dieta B como la dieta C lograron proveer mejores condiciones
para el desarrollo de D. suzukii, desde su estadio larval hasta el desarrollo de adultos. En
ambas dietas fue posible observar y documentar un comportamiento sexual muy activo de
los adultos, lo que se consideré favorable para la reproduccion continua del pie de cria
(Figura 5).

Figura 5.
Comportamiento sexual de la mosca D. suzukii observado en dieta B. (A y B) y en dieta C

(©.

Fuente: Elaboracion propia.
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Al analizar los datos de porcentaje de eclosion de D. suzukii sobre las 3 dietas, el
modelo GLM con distribucion binomial mostro valores en los que tanto la dieta B como la
C incrementaron significativamente la probabilidad de eclosion de las pupas en comparacion

con dieta A (p <0.001).

Se realizaron comparaciones por pares entre las dietas A, B y C, utilizando pruebas
de Mann-Whitney-Wilcoxon, con correccion de Bonferroni para controlar la tasa de error
tipo 1. Estas comparaciones confirmaron que ambas dietas B y C fueron significativamente
superiores en términos de emergencia de moscas a diferencia de la dieta A. Como se observa
en la Tabla 4, las diferencias significativas de los pares A-B y A-C indican un bajo

rendimiento de la dieta A, la cual fue descartada por su alta mortalidad de los individuos.

Tabla 4.
Comparaciones por pares entre las dietas utilizando pruebas de Mann-Whitney-Wilcoxon,
con correccion de Bonferroni para el control del error tipo L

Valorp Significativo
Dietas Estadistico U Valor p (ajustado %(FO 05)
Bonferroni) '
A-B 0.0 0.00108 0.00324 Si
A-C 0.0 0.00214 0.00642 Si
B-C 73.5 0.954510 1.0 No

Fuente: Elaboracion propia.

Por otra parte, se puede afirmar que las dietas B y C no muestran diferencias
significativas entre si (p= 1.0). Tanto la dieta B como la C presentaron un porcentaje de
eclosion de adultos similares, siendo B un 81% y dieta C un 83% (Figura 6). Por ende, no
se puede concretar cual dieta es mas efectiva en valores de eclosion de la mosca D. suzukii,
pero si sugiere que en ambas se puede obtener un rendimiento 6ptimo para el desarrollo de

D. suzukii.
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Figura 6.
Porcentaje de eclosion de la mosca D. suzukii en dietas By C.
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Dietas

Fuente: Elaboracion propia.

Adicionalmente se realizaron pruebas para determinar los parametros bioldgicos
como el periodo de desarrollo larvario, tasa de crecimiento puparia, tasa de emergencia de
adultos de las dietas B y C. Para ello se coloco una pareja de moscas (macho-hembra) en
cada vial, se colocaron por un periodo de 48h para garantizar la copulacion. Después de las
48 h de copulacion se monitorizaron los viales hasta registrar la presencia de larvas en sus

primeros instares larvales y se continué monitoreando hasta observar la primera pupa.

Para la dieta B se logro completar un periodo de 7 dias después de registrar la
aparicion de la primera pupa en cada vial, sin embargo, estos tenian presencia de
contaminacion. De formar similar ocurri6 al repetir el procedimiento con la dieta C, donde
se detectd contaminacion de la dieta por un patogeno externo (levaduras). A pesar de repetir
6 veces la prueba en dieta C mejorando las técnicas de asepsia, la contaminacion persistio lo
cual podria comprometer la confiabilidad de los resultados. Por consecuencia no se
obtuvieron resultados, debido a que no se pudo completar la evaluacion de los parametros
biologicos del periodo de desarrollo larvario, tasa de crecimiento puparia y tasa de

emergencia de adultos.
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6.2 Bioensayos del parasitoide con Drosophila suzukii en condiciones de laboratorio

Al evaluar la efectividad del parasitoide S. endius en reducir la emergencia de pupas
de la mosca D. suzukii, los resultados mostraron que la proporcion 1:1
(hospedero/parasitoide) si tiene la capacidad de reducir la emergencia de la mosca en
comparacion con el testigo. Se observo que el testigo mostrdé un alto nimero de moscas
emergidas, mientras que en el tratamiento con parasitoide se evidencié un notable incremento
en la mortalidad de las pupas, dejando en evidencia el comportamiento de parasitismo de S.

endius.

El porcentaje de mortalidad de moscas para el tratamiento 1:1 hospedero/parasitoide
fue de 76%, mientras que el testigo mostrd un 17%. Estos porcentajes presentan diferencias
significativas estadisticamente (p-valor 0.001) al aplicar una prueba de Mann—Whitney U
(Wilcoxon Rank-Sum Test) (inicialmente se ejecutdé una prueba de normalidad Shapiro-
Wilk, sin embargo, los datos no siguen una distribucion normal (p= 0.0217)). Por ende, se
evidencia que, si hay disminucion en la emergencia de las moscas bajo exposicion del
parasitoide, es decir, las pupas de D. suzukii si son atractivas para el parasitoide, incluso si

estas son de un tamafo relativamente pequefio.

Adicional el estimador de Hodges—Lehmann mostré un desplazamiento de 60
unidades (IC95% 50-70), evidenciando una diferencia marcada entre la mortalidad
provocada por la presencia del parasitoide y la mortalidad del testigo. Es posible observar en
la Figura 7 como el indicativo de mortalidad fue mucho mayor bajo la exposicion del
parasitoide S. endius, mostrando un fuerte efecto en la mortalidad de la mosca en contraste

con el grupo testigo.
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Figura 7.
Boxplot de porcentaje de mortalidad de D. suzukii bajo la exposicion del parasitoide en

proporcion 1:1 vs Testigo.
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Fuente: Elaboracion propia.

6.3 Determinacion de la dosis optima del parasitoide S. endius para el manejo de D.

suzukii

Segun las pruebas aplicadas a los datos, se determind que éstos cumplian con los
supuestos de normalidad (p= 0.1828) y homogeneidad de varianzas (p= 0.116), permitiendo
afirmar que se cumplen de forma exitosa los supuestos del ANOVA y que sus resultados se
consideran estadisticamente validos. Al comparar el efecto de las diferentes proporciones
hospedero/parasitoide (1:1, 2:1, 3:1, 10:1) sobre pupas de D. suzukii, los resultados mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos (p=0.000742). Por lo tanto, se rechazé la

hipdtesis nula, ya que al menos un grupo tiene una media diferente al resto.

Para determinar cual dosis fueron estadisticamente diferentes se utilizo la prueba de
comparaciones multiples de Tukey. Los resultados mostraron que el tratamiento 1:1 en

comparacion con el tratamiento 10:1 muestra una diferencia significativa con un p-valor de
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0.0044. De esta misma forma el tratamiento 2:1 comparado con el 10:1 también mostr6 una

diferencia significativa con un p-valor de 0.0008.

A pesar de que esta proporcion 10:1 fue la tinica que mostr6 diferencias significativas
en comparacion con los otros tratamientos, esta fue la que en términos bioldgicos tuvo menor
eficacia en reducir la emergencia de la mosca D. suzuki. Los resultados mostraron que la
dosis mas baja (10 pupas de mosca por 1 parasitoide) no fue capaz de suprimir

significativamente el desarrollo de la plaga en condiciones de laboratorio (Figura 8).

Figura 8.

Boxplot de distribucion de mortalidad por proporcion de pupas de mosca vs hembras de
parasitoide.
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Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 9, se evidencia que la mejor proporcion es 2:1 (hospedero/parasitoide)
obteniendo un porcentaje de 82% de mortalidad sobre las pupas de la mosca. Adicional la
proporcion 1:1 fue una de las primeras en utilizarse para observar si habia un comportamiento
de parasitismo, para asegurar la efectividad de las hembras de S. endius. Ademas, esta
proporcion 2:1 aumenta un 6% mas que la proporcion 1:1 y 19% mas que la proporcion 3:1,

por lo que esta ultima proporcion se descarta como posible opcidn a nivel de campo.
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Ademas, como se observa en la figura 9, la proporcion 10:1 mostro resultados bajos
de mortalidad con un 39%, siendo poco efectiva a comparacion de las otras proporciones.
Este tratamiento se realiz6 para verificar si al exponer las pupas con menores cantidades de
parasitoides podria incrementar la mortalidad de la mosca D. suzukii, ademas de ser una

proporcion de interés econdmico para replicarlo en campo.

Figura 9.

Porcentajes de mortalidad de moscas D. suzukii bajo exposicion al parasitoide S. endius en
diferentes proporciones hospedero/parasitoide vs testigo.

100
82%
76%

75
gé“ 63%
o
©
S 50
g 39%
o)
=

25 17%

0 -

Testigo Proporcién 1:1  Proporcién 2:1  Proporcién 3:1 Proporcién 10:1

Fuente: Elaboracion propia.
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7. DISCUSION

7.1 Evaluacion de dietas A, B y C para el establecimiento del pie de cria.

Eluso de dietas artificiales A, B y semi-artificial C para la cria de 1a mosca D. suzukii,
tiene relevancia tanto en la parte del desarrollo biologico del insecto como también
econdomicamente. Los resultados de esta investigacion revelaron que la dieta A fallo al no
proveer condiciones que permitieran a las moscas adultas sobrevivir ni reproducirse en
absoluto en los viales, al introducir las moscas en este medio nutritivo fue posible observar
como su comportamiento activo se cesaba, seguido de una rapida muerte de los individuos.
De igual modo se colocaron larvas L3 que a pesar de que si lograban llegar al estado de pupa

dentro de la dieta, al emerger en forma de adulto morian a los pocos minutos post-eclosion.

Estos datos sugieren una posible toxicidad presente en la cantidad de los ingredientes
de la dieta A. En un estudio similar realizado por Bass et al., (2007) se probaron 4 diferentes
concentraciones de agar (10g/l, 15g/1, 20g/l1 y 25g/1), para determinar si afectaba en la
esperanza de vida de la mosca y en la fecundidad de las hembras, estos autores pudieron
demostrar que a medida que se incrementa la concentracion de agar, disminuye
significativamente la esperanza de vida e influye negativamente en la longevidad de las
moscas adultas como también en la fecundidad. Estos resultados permiten asociar a la
presente investigacion donde se evidencia que no solo los componentes nutricionales pueden
afectar a la mosca, sino que también las propiedades fisicas del medio, donde al haber
utilizado altas cantidades de agar en la formulacion de la dieta A provocé que se endureciera

mas que las dietas By C.

De esta misma forma se puede asociar la alta mortalidad en la dieta A observada en
las moscas adultas por un efecto de alta toxicidad provocado por la concentracion y calidad
de la levadura utilizada. Se ha demostrado que la levadura en altas concentraciones puede
reducir de forma importante la esperanza de vida de la mosca, estos efectos pueden estar
asociados a la acumulacién de compuestos quimicos durante su proceso de elaboracion fisico
(Bass et al., 2007). Estos factores pueden ser causantes de la poca actividad observada de la

mosca dentro de los viales de dieta A.
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En efecto las dietas B y C si fueron exitosas para completar el ciclo de vida de D.
suzukii, donde fue posible documentar el éxito de la cria desde los primeros estadios larvales,
hasta los comportamientos sexuales de los adultos y la oviposicion de las hembras, que
contribuyeron al rapido establecimiento de las moscas en ambas dietas en laboratorio
(Hoffmann et al, 2017). Estos comportamientos sexuales activos permiten afirmar que ambas
formulaciones de las dietas B y C, se dieron las condiciones favorables para proveer los
requerimientos fisioldgicos de las moscas adultas, como también el buen desarrollo de las
larvas. En un estudio similar realizado por Hoffmann et al., (2018), se evalué la misma
formulacion de la dieta B junto a 2 dietas mas, se demostré que esta formulacion de la dieta
B tenia un buen desempefio en el periodo de vida de huevo a adulto en comparacion con las
otras dietas, ademads los autores mencionaron que en una de las dietas evaluadas, mostro los
niveles mas bajos en el desarrollo de huevo hasta adulto y esto se debia a que esta dieta
contenia un porcentaje de agar mas alto lo que afectaba la viabilidad de las larvas. Ademas,
se menciona que es responsable de causar efectos negativos durante la fase inmadura de D.

suzukii.

Estadisticamente no se demostr6 una diferencia significativa en las tasas de
emergencia de adultos entre las dietas B y C, por lo que se tomd en cuenta otros factores
précticos y economicos como el costo de elaboracion de cada dieta. La dieta B result6 ser
mas econdmica en comparacion con las dietas A y C, con un costo total de elaboracion de
¢2427 colones de medio nutritivo, mientras que la dieta C tuvo un costo mas elevado por el
incremento del precio del fruto de mora (kg), su costo total fue de ¢3627 colones (Anexo
12). La dieta A por otra parte, ademas de no proveer condiciones aptas para el desarrollo de
la mosca D. suzukii, en términos econdomicos es la dieta que se considera la de mayor costo
de elaboracion, debido al uso de altas cantidades de ingredientes como agar, etanol y acido
propionico, su valor total fue de ¢8038 colones, triplicando su valor en comparaciéon con la
dieta B. Estos valores demuestran que la dieta B result6 ser la opcion mas econdmica de las
3 dietas, y asi mismo logré obtener resultados dptimos para la cria y desarrollo de D. suzukii

(Hoffmann et al., 2018).

A pesar de que la dieta C era mas propensa a la contaminacion debido al proceso de

fermentacion de los frutos durante los ensayos a comparacion con la dieta B, esta se

41



seleccioné como medio nutritivo para realizar los ensayos de parasitismo con S. endius. Se
considerd que la dieta C puede simular las condiciones de campo por su composicion semi-
artificial con frutos de mora y su alta reproducibilidad. La dieta C fue el medio nutritivo que
presentd mayor incidencia de contaminacion, crecimiento de levaduras (Anexo 10) y

presencia de fermentacion (Anexo 11).

Ademas de los problemas iniciales con las dietas, fue posible observar la presencia
de 4caros de la familia Acaridae (cohorte Astigmatina). Asi mismo se identificd en el
Laboratorio de Acarologia de la Universidad de Costa Rica que el dcaro contaminante
presente en los viales de cria de D. suzukii es Tyrophagus sp. Por otra parte, Murillo y Aguilar
(2020) mencionan que la presencia de acaros es muy comun en la cria de colonias de insectos,
pero esto a su vez genera un desgaste en los individuos producido por el estrés que causan

los acaros sobre las moscas.

7.2 Bioensayos del parasitoide con Drosophila suzukii en condiciones de laboratorio

La exposicion de las pupas de D. suzukii bajo el parasitoide S. endius en condiciones
de laboratorio en una proporcion 1:1 de hospedero/parasitoide mostré un 76% de mortalidad
en comparacion con el control testigo que mostrdé un porcentaje de mortalidad del 17%
(figura 8). Lo que permite confirmar que el parasitoide si puede reducir la emergencia de
mosca D. suzukii bajo condiciones controladas en laboratorio y que esta es sumamente alta
en comparacion a la mortalidad natural en el testigo. En Sur América, se ha reportado a S.
endius parasitando de forma natural pupas de D. suzukii en cultivos de frutos rojos y en frutos
de hueso (Gomez et al., 2021), lo que refuerza el potencial como posible enemigo natural
demostrado en esta investigacion. Sin embargo, esto no reemplaza la necesidad de realizar

ensayos en invernaderos o en campo, pero en extensiones reducidas para verificar su eficacia.

Al observar que el nivel de mortalidad de 1a mosca con el efecto de la exposicion al
parasitoide se puede asegurar que S. endius tiene la capacidad de localizar pupas de menor
tamafio en comparacion con otras pupas de mosca de la fruta que son de un tamafio mayor

(Liu et al., 2022). Este comportamiento del parasitoide sugiere que tiene un rango flexible en
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la capacidad de parasitar pupas de menor tamafo, incluso una notable adaptacion a
diferencias morfoldgicas de las pupas hospederas (Zheng et al., 2021). Esta capacidad del
parasitoide le asegura el éxito de establecerse en diferentes ambientes donde los hospederos

varian en tamafio y por esta razon disponen de una mejor disponibilidad de supervivencia.

Se selecciono la dieta C como base nutricional para evaluar las pruebas de parasitismo
para crear o asemejar condiciones similares a campo para la mosca por el uso de frutos de
mora. El grupo tratado bajo exposicion al parasitoide logré demostrar que es capaz de reducir
la emergencia de la mosca. Las condiciones nutricionales del hospedero pueden llegar a
afectar el éxito del parasitoide (Sanchez, 2019), asi como también el tamafio de las pupas
hospederas, la dureza de las pupas y los nutrientes internos pueden ser muy variables
dependiendo del tipo de dieta en las que se desarrollen las larvas del hospedero (Liu et al.,
2022). Todo esto se puede asociar a la presente investigacion en la cual la dieta administrada

pudo llegar a influir en el rango de parasitismo de S. endius sobre las pupas de D. suzukii.

Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran que S. endius tiene
potencial como controlador biologico sobre la mosca D. suzukii, sin embargo estos resultados
se obtuvieron bajo condiciones de laboratorio siendo muy dificil de asegurar que los
resultados serdn similares en campo. Ya que existen factores abioticos como temperatura,
humedad, y factores bidticos como enemigos naturales, disponibilidad de hospederos e
hiperparasitismo, entre otros, que pueden llegar a afectar la eficacia del parasitoide. Rossi
Stacconi et al., (2022), mencionan que la mayoria de los estudios que se han realizado son a
nivel de laboratorio, esto limita la complejidad que requiere evaluarlo a nivel de campo. Esta
investigacion a pesar de demostrar que el parasitoide tiene un alto porcentaje de mortalidad
sobre las pupas de D. suzukii, no puede ser tomada de referencia hasta probar diferentes
proporciones de hospedero/parasitoide que permitan definir cudl proporcion puede ser
rentable tanto ecologicamente como econdmicamente, ya que liberaciones en densidades
excesivas pueden llegar a ser econdémicamente no viables para los productores (Gomez et al.,

2021).

Adicional varios estudios realizados en D. suzukii se han enfocado en parasitoides
como Trichopria drosophilae and Pachycrepoideus vindemiae, que muestran resultados

similares en el efecto en moscas de la fruta (Mariano et al., 2020; Rossi-Stacconi, 2022). Esta
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investigacion puede aportar nueva informacion que permite demostrar que el uso de S. endius
puede llegar a ser un candidato para el manejo integrado sobre la mosca D. suzukii, debido a

que puede causar un alto porcentaje de mortalidad evaluado en laboratorio.

En otro estudio realizado por Sanchez (2019), se evalu6 la capacidad de parasitismo
de L. boulardi and G. brasiliensis sobre D. suzukii, dicho estudio revel6 que los parasitoides
tienen la capacidad de parasitar las pupas, pero estos no lograban desarrollarse y completar
el ciclo dentro del hospedero. Esto pudo verse influido por la condicién fisiologica y
composicion nutricional de la pupa de la mosca, lo que se asocia con la composicion de la
dieta larval. Los resultados de esta investigacion estaban enfocados en medir la mortalidad
de las moscas, pero existe la similitud con estos parasitoides al no haber desarrollo de S.

endius sobre las pupas de D. suzukii.

Estudios similares reportan que el parasitoide S. endius ha sido probada en otras pupas
de moscas de la fruta como Bactrocera cucurbitae, mostrando en sus resultados una alta
eficiencia en parasitismo al haber aumento en la densidad de los hospedantes, asi mismo
mencionan en su modo de accidon que el porcentaje de parasitismo aument6 en pupas de 4
dias de edad, debido a que las hembras de parasitoides seleccionan hospederos que
consideren tener una mayor calidad nutricional para maximizar rendimiento y eficiencia en
busqueda de alimento (Liu et al., 2022). Vera y Ramirez (2020) también afirman que la edad
del hospedero puede influir significativamente en la tasa de parasitismo, donde determinaron
que pupas de M. domestica entre los 3 a 5 dias de edad tienen un mayor porcentaje de éxito
en parasitismo. Lo anterior permite respaldar los resultados obtenidos en esta investigacion,
donde se utilizaron larvas en estadio larval L3 para asegurar la homogeneidad de las larvas
al momento de pupar. Adicional al momento de aplicar las hembras de S. endius las pupas

tenian un rango de 3 dias de edad.

Ademas, Zheng et al., (2021) indican que se ha evaluado la eficacia de S. endius en
pupas de B. dorsalis, sin embargo para la cria del parasitoide se recomienda en pupas
hospedantes de mayor tamafio como mosca doméstica. Adicional, Vera y Ramirez (2020),
mencionan que S. endius tiene una alta adaptabilidad y un alto rango de parasitismo contra
la plaga Musca domestica bajo condiciones controladas en laboratorio. Asimismo, en esa

investigacion se demostrd que el porcentaje de parasitismo aumentd hasta un 80% bajo
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temperaturas de 26°C y con una humedad relativa de 73°C, y en condiciones naturales
raramente excede un 35% de parasitismo. Estos resultados se relacionan con la presente
investigacion donde se mantuvieron condiciones controladas de temperatura y humedad
similares, que pudieron aumentar el porcentaje de parasitismo y las tasas altas de mortalidad

en D. suzukii.

7.3 Dosis optima del parasitoide S. endius para el manejo de D. suzukii

Estadisticamente se demostré que la aplicacion de altas o bajas proporciones de
hospedero/parasitoide puede llegar a influir significativamente en la eficacia del parasitoide
S. endius sobre la mosca D. suzukii. Los resultados obtenidos en esta investigacion mostraron
que la proporcion 2:1 es la mejor funciona ya que puede suprimir la emergencia de la mosca
hasta un 82%, en comparacion con la proporcién 1:1 con un 76%. Al contrario, la proporcion
10:1 mostrd un 39% de mortalidad sobre las pupas, siendo esta la de menor eficacia en
comparacion a los demds tratamientos. Estos resultados permiten afirmar que bajo

condiciones controladas en laboratorio la proporcion 2:1 es la mas efectiva.

La proporcion 10:1 (10 hospedero por un parasitoide) al contrario de las otras
proporciones fue la que present6 los niveles mas bajos de parasitismo, esta no fue capaz de
suprimir la emergencia de la mosca D. suzukii por encima de un 50% en laboratorio. Sin
embargo, es la que econdmicamente resulta mas atractiva para replicarse a nivel de campo,
ya que tiene como ventaja aplicar menos individuos por unidad de superficie y como

resultado se reducen los gastos operativos.

Por otra parte, es posible que las liberaciones del parasitoide en bajas densidades
pueden llegar a dar resultados negativos y un posible incremento en la pérdida de frutos. En
estudios realizados sobre el uso de programas de control bioldgico (LeBeck y Leppla, 2021),
se menciond que el éxito de estos programas va a depender de factores como el momento de
la aplicacidn, la frecuencia de las aplicaciones y de su integracion en el campo, mas que de
la cantidad que sea liberada. Tanto la proporcion 2:1 como 10:1 deben ser evaluadas en

pruebas piloto para poder determinar si en campo puede ser efectivo al replicarlo.
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En un estudio realizado por Zuiliga y Romero (2022), se evaluo la capacidad de
parasitismo de S. endius sobre pupas de Stomoxys calcitrans. Estos autores utilizaron pupas
de la mosca Ceratitis capitata como hospedero para el parasitoide, para posteriormente ser
liberados en campo y registrar la eficacia sobre S. calcitrans. Para ello evaluaron diferentes
proporciones (1:10, 1:15 y 1:20), donde la proporcion 1:10 (parasitoide: hospedero) reportd
un 94% de parasitismo evidenciando la capacidad de busqueda del hospedero como
comportamiento del parasitoide y la habilidad de parasitar pupas a diferentes profundidades
del suelo. A pesar de haberse evaluado en diferentes especies hospedadoras, existen
similitudes con los hallazgos de esta investigacion como el desempeio que muestra S. endius

al ser aplicado en diferentes densidades sobre el hospedero.

Zuiiga y Romero (2022) mencionan que la proporcion 10:1 (parasitoide: hospedero)
fue la logrd suprimir la emergencia de S. calcitrans, lo que demuestra la adaptabilidad que
presenta S. endius a diferentes ambientes y hospedadores. Si bien en el presente estudio se
utilizd6 un hospedador diferente donde la proporcion con mejor resultado fue 2:1
(hospedador/parasitoide), se observa un patron de similitud al haber utilizado proporciones
intermedias del parasitoide, donde se logr6 un rango de mortalidad 6ptimo, sin embargo esta
investigacion fue bajo condiciones en laboratorio, por lo que se puede esperar que al
replicarse en condiciones de campo su porcentaje de mortalidad sea diferente y su eficacia
dependa mas de condiciones ambientales, heterogeneidad de cultivo y de disponibilidad del

hospedero.

De manera similar Trevifio (2018) realiz6 evaluaciones del uso de S. endius sobre
rastrojos de pifia para la mosca S. calcitrans, donde menciona que el éxito de parasitismo
sobre las pupas y reduccion de emergencia de las moscas puede ser altamente influenciado
por las condiciones ambientales de humedad, temperatura, asi como también la estructura
fisica del sustrato en que se encuentren las pupas. Existen factores que se relacionan con esta
investigacion, una de ellas son las condiciones de laboratorio que pueden influir en la
capacidad de parasitismo de S. endius donde puede ser mas favorable que en condiciones de
campo, debido a que las condiciones de humedad y temperatura son mas estables y

controlables que en condiciones reales en campo.
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8. CONCLUSIONES

En resumen, esta investigacion evidencié la importancia de establecer un pie de cria
de la mosca D. suzukii en condiciones de laboratorio mediante el uso de dietas artificiales.
Factores como la composicion de los ingredientes de la dieta llegan a ser cruciales para un
sano desarrollo de la colonia, ya que el contenido nutricional de la dieta influye directamente
en el desarrollo larval, formacion de las pupas y en la emergencia de los adultos. La calidad
de los ingredientes no solo influye en las diferentes fases fisioldgicas del hospedero, sino que
también en la precision de las repeticiones realizadas en los ensayos de parasitismo, esto al

tener disponibilidad de individuos con la cria continua del hospedero.

En base a los resultados de las evaluaciones de las dietas A, B y C, se demostré que
la dieta A fue la que en términos biolodgicos no cumplia para establecer un pie de cria por
presentar alta mortalidad de las moscas. Por otra parte, de las dietas B y C no se obtuvo
diferencias significativas en el porcentaje de mortalidad que permitiera demostrar cual dieta
era mejor, ambas dietas compartian ingredientes base por lo que su formulacion era muy
similar. La dieta C contenia frutos de mora como ingrediente adicional, lo que pudo influir
en que fuera mas susceptible a procesos de fermentacion, contaminacion y crecimiento de

levaduras.

Los bioensayos realizados con las hembras de S. endius demuestran que al aplicarle
el tratamiento 1:1 (hospedero/parasitoide) se obtuvo un 76% de mortalidad de D. suzukii y
en el testigo un porcentaje de mortalidad de 17%. Lo que permitié demostrar que el
parasitoide si es capaz de suprimir la emergencia de la mosca en condiciones de laboratorio.
Ademas, se evidencid en su comportamiento que tiene la capacidad de reconocer las pupas
de D. suzukii como un posible hospedero, a pesar de no ser originalmente una especie

hospedera de S. endius.

Las evaluaciones realizadas con diferentes proporciones de parasitoides revelaron
que la proporcion 2:1 fue la que presentd mejores resultados seguido de la proporcion 1:1.

Por otra parte la proporcion 3:1 y 10:1 fueron los tratamientos que presentaron una baja tasa
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de mortalidad, dejando en evidencia que en condiciones de laboratorio la densidad del

hospedador puede influir en la respuesta del parasitoide.

9. RECOMENDACIONES

Inicialmente se recomienda la implementacion de trampas centinelas en fincas de
mora con presencia de la plaga D. suzukii, para valorar si existen parasitoides nativos en la
zona. El uso de este método de trampeo se ha utilizado en diversos cultivos y diferentes
plagas, estas trampas se colocan estratégicamente en diferentes puntos del cultivo donde se
colocan pupas de D. suzukii para atraer a posibles parasitoides nativos que puedan estar

atacando la plaga de forma natural.

Por otra parte, la ventaja de identificar posibles parasitoides nativos es que puede
contribuir a reducir la dependencia comercial de continuas liberaciones del parasitoide S,
endius. Este tipo de practicas proveen de informacion valiosa acerca de la presencia de mas
insectos benéficos que ayudan a combatir y manejar plagas. Ademas, que reduce el uso de

insecticidas y agroquimicos perjudiciales para la salud humana.

Ademas, se recomienda el uso de medios nutritivos para el desarrollo de las larvas y
moscas que no estén hechos a base de levaduras, ya que suelen presentar problemas de
contaminacion por el crecimiento de diferentes hongos y levaduras. El uso de dietas mas
solidas puede llegar a incrementar la supervivencia de las larvas y proveer un medio mas

homogéneo para la realizacion de bioensayos con el parasitoide.

La deteccion de acaros en la cria de insectos es muy comin y afecta seriamente el
desarrollo de las larvas, pupas y adultos, por consecuente variaciones en los resultados. Por
esta razon se recomienda retirar los viales con mayor porcentaje de infestacion, limpiar las
superficies del laboratorio y herramientas con alcohol de 70%. Ademads, limpiar las
superficies que estan en contacto con los viales y cambiar los tapones de algodon que se
colocan como tapa en los viales con mayor frecuencia. Mantener una adecuada limpieza y la
esterilizacion constante del equipo de laboratorio utilizado. Se sugiere adicional realizar un
protocolo de desinfeccion dejando los viales, pinzas y otros instrumentos en remojo en una

mezcla de hipoclorito de sodio al 3% durante 24h, para eliminar la presencia de
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microorganismos como hongos, levaduras o bacterias, también para matar huevos de acaros

que puedan quedar dentro en los viales.
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11. ANEXOS

Anexo 1. (A) Caja entomologica. (B) Interior de éaja entomologica con viales con dieta C.
(C) Cajas entomologicas seleccionadas para cada dieta.
Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo 2. (A y B) Bandeja hermética con muestras de fruto de campo infestado de mosca
D. suzukii. (C) Separacion de pupas y larvas de los frutos recolectados. (D) Pupas
recuperadas de los frutos sobre harina de maiz para reducir humedad.

Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo 3. (A) Sobres de aluminio con servilletas y algodon esterilizados. (B) Maquina
autoclave utilizada en laboratorio. (C) Viales esterilizados listos para ser utilizados para las
dietas.

Fuente: Elaboracién propia.
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Anexo 4. (A)Viales con moscas recuperadas de bandejas herméticas. (B)Sexado de la
mosca con estereoscopio. (C) Moscas sexadas introducidas en viales con medio nutritivo y
tapon de algodon para facilitar el ingreso de oxigeno para los insectos.

Fuente: Elaboracion propia.

:
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Anexo 5. (A) Viales de dieta A con hembra y macho de mosca D. suzukii para inicio de
cria. (B) Viales de dieta B con moscas para cria continua. (C) Viales de dieta C con hembra
y macho de mosca D. suzukii para inicio de cria. (D) Almacenamiento de dietas By C
seleccionadas para cria de moscas.

Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo 6. (A) Ingredientes para dieta B, harina de maiz, levadura y agar. (B) Harina
reposada en agua destilada. (C) Viales esterilizados en autoclave. (D) Viales con dieta y
filtro de algodon.

Fuente: Elaboracién propia.
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Anexo 7. (A) Seleccion del fruto de la mora. (B) Mora triturada, harina de maiz reposada
en agua destilada y glucosa para la elaboracion de la dieta C. (C) Coccion de la mezcla. (D)
Viales con dieta lista para pie de cria de la mosca.
Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo 8. (A) Primeras evaluaciones 1:1 hospedero/parasitoide, bajo condiciones de dieta
B. (B) Pupas de D. suzukii. (C) Recuperacion de larvas L3 para evaluar proporcion 1:1 en
dieta C.

Fuente. Elaboracion propia.
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Anexo 9. (A) Hembra de S. endius visto en estereoscopio. (B) Caja entomologica. (C)
Aplicacion de parasitoide en proporcion 2:1 hospedero/parasitoide.
Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo 10. (A) Contaminacion a las 48h de colocada la hembra en dieta C. (B) Inicio de
contaminacion en la parte superior de los viales. (C) Presencia de contaminacion en vial
con hembra de D. suzukii.

Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo 11. Fermentacion resultante de la primera metodologia utilizada para elaborar la
Dieta C.
Fuente: Elaboracién propia.
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Ingredientes Dieta A Dieta B Dieta C
Agar 45¢g 8g 8g
Harina Maiz 125¢g 80g 80g
Azlcar 200g - -
Glucosa - 100g 100g
Levadura 70g 40g 40g
Metil parabeno - 8 ml 8 ml
Acido propiodnico 17.7 ml 3ml 3ml
Etanol 95% 333 ml - -
Frutos de mora - - 300g
Costo total ¢8038 ¢2427 ¢3627

Anexo 12. Costo individual (por litro) de las dietas artificiales A, B y dieta semi-artificial

Fuente: Elaboracion propia.
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